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家 彼 肾 生殖 腺 脱氧 核糖 核酸 的 特性 
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昆虫 的 重要 生理 特点 之 一 就 是 具有 强大 的 生殖 能 力 。 数 千年 来 ,我 国 劳动 人 民 培 育 了 
家 等 的 不 同 品种 ,并 且 利 用 杂交 优势 , 提高 蛋 丝 的 产量 和 质量 , CREM HRA RR 
AUS 24 1H OR CRRA, 1977), PARR BAA, 特别 是 生殖 细胞 中 携带 遗传 信 
息 的 脱氧 核糖 核酸 CDNA) 的 理化 性 质 , 可 为 家 重 的 繁殖 和 遗传 提供 必要 的 资料 。 

近年 来 , 利用 生物 大 分 子 DNA 诱导 遗传 变异 的 工作 , 已 在 细菌 、 植物 和 某 些 动 物种 
类 中 取得 成 功 , 说 明细 胞 可 以 摄取 外 源 DNA 分 子 , 而 被 摄取 的 DNA 能 控制 遗传 性 状 的 
出 现 (Ledoux, 1971; Gurdon, 1974)。 在 昆虫 中 ,如 以 体 细胞 的 DNA 来 进行 诱导 ,可 在 当代 
和 下 一 代 出 现形 态 变化 , 并 能 遗传 到 下 代 , 如 在 果 蝇 (Fox 等 ，1971), 地 中 海 粉 蝶 (Nawa 
和 Yamada, 1968) MRE (Nawa 等 ，1971) 等 所 获得 的 结果 。 因 此 ,利用 此 种 新 技术 有 
可 能 将 特定 品种 家 和 蛋 的 DNA 来 诱导 另 一 品种 ,使 它 获得 优良 经 流 米 状 。 

MEZEA DNA 的 一 些 理化 性 质 的 研究 结果 报道 如 下 。 

材料 和 方法 

所 用 的 家 蛋品 种 为 日 东 X 华 合 , 于 1974 年 9 AIL SRR. 

制备 家 等 师 生 殖 腺 DNA 的 方法 ,主要 参考 Howell (1973), Klett 2 (1968) 和 Marmur 
《1963) 的 工作 。 迅 速 解 剖 出 家 乔 生 殖 际 〈 府 丸 或 卵 棠 )， 分 别 放 人 七 有 和 干冰 的 保温 瓶 中 ， 
在 —20°C 冰箱 中 保存 (不 超过 一 周 )。 将 收集 到 的 家 径 生 殖 腺 乘 冰 冻 时 剪 碎 ， 在 预 冷 的 
研讨 中 磨 碎 。 按 生 殖 腺 重量 加 4 一 10 倍 体积 的 0.15 M 氧化 钠 -0.10M 乙 二 胺 四 乙酸 钠 
《pH:8.0) 溶液 《以 下 简称 NaCI-EDTA 溶液 ), 在 琉璃 习 奖 器 中 上 下 触 击 十 次 。 所 得 匀 浆 
在 4%C 下 以 5,000 一 6,000g 离心 10 分 钟 收集 核 物 质 。 倾 去 上 部 液体 ,用 冷 指 将 沉淀 部 分 重 巧 
于 相当 原 匀 浆 体 积 一 半 的 NaCI-EDTA 中 , 再 次 离心 。 这 种 悬 洗 离心 重复 两 次 。 由 此 所 
得 之 沉淀 县 于 NaCl-EDTA th, 加 1710 体积 25% 十 二 人 烷 基 硫酸 钠 溶液 , 于 10°C 以 下 温 
和 搅动 半 小 时 , 再 加 入 NaClO, (过 氯 酸 钠 ) 使 成 含 IM NaCO o E 20°C 室温 下 搅拌 
半 小 时 后 , 加 等 体积 (24:1V/V) 氯仿 - 异 成 醇 , 在 腕 动 振荡 器 上 振荡 20 分 钟 。 在 ~4%C 
以 5,0008g 离心 10 分 钟 ， 收集 水 相 。 重复 用 氯仿 - 异 成 醇 去 蛋白 , 直到 界面 不 出 现 或 只 有 
少许 蛋白 为 止 。 再 将 收集 到 的 水 相 与 等 体积 预 冷 乙 醇 混 合 ,用 玻璃 棒 缠 出 DNA 纤维 , 在 
FELET, ATTA 10 倍 的 氧化 钠 -柠檬 酸 钠 缓 冲 波 中 (以 下 简称 SSC IK). 用 
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10 x SSC AOR IEA DNA 之 0.1 xX SSC 溶液 调 为 1 x SSC RR. 再 加 入 经 80%C 处理 
10 分 钟 之 核糖 核酸 酶 (RNase) 溶液 , 使 RNase 终 浓度 为 100 微克 /毫升 。 于 37°C 保温 60 
分 钟 , 加 入 链 夫 蛋白酶 Cpronase) 使 终 浓 度 为 土豪 区 /毫升 , 在 37°C 继续 保温 30 分 钟 。 与 
等 体积 氧 仿 - 异 戊 醇 振 荡 15 分 钟 ,离心 去 蛋白 ,此 种 去 蛋白 步骤 可 重复 数 次 (上 述 用 RNase 
处 理 步骤 可 代 之 以 加 入 半 体 积 的 异 丙 醇 海 液 的 方法 , 有 选择 地 沉淀 DNA 以 去 掉 RNA)。 
由 此 所 得 到 的 水 相 DNA 加 入 等 体积 预 兴 乙醇， 用 坡 璃 棒 缠 出 DNA 纤维 。 在 70% 乙醇 
中 洗 二 次 。 可 将 DNA 纤维 于 70% 乙醇 中 在 — 20°C 冰箱 储存 备用 。 或 深 寺 0.1 x SSC 
溶液 中 , 在 一 20°C 储存 。 但 注意 避免 反复 融 冻 。 

ZAER DNA 的 紫外 吸收 光谱 , 系 用 SV-50A 双 光 束 柴 外 分 光 光 度 计 测绘 。 

KATHE DNA 的 热 增 色 效 应 与 变性 昌 线 , 依 Mandel 和 Marmur (1968) 的 方法 ， 
在 Sp. 700 紫外 分 光 光 度 计 上 测定 。 利 用 电 加 热 升温 附件 测 出 溶 于 0.1 x SSC 的 DNA 在 
25 和 至 865C 之 问 各 温度 的 紫外 吸收 值 (O. D. 260 毫 微 米 ), 并 校正 升温 时 溶液 体积 脱 胀 产 
生 的 影响 。 以 25°C 时 测 出 的 260 毫 微米 豚 收 值 作为 基础 值 ， 计 算 增 色 效 应 ,并 绘 出 变性 
曲线 。 根 据 熔 解 "温度 (变性 温度 ) Tm 值 , 代 人 公式 
GC = (Tm—53.9)2.44 
TP SES, WS A ee 5 SR EAE ER DNA 碱 基 的 百分比 。 

用 单 向 下 行 纸 层 析 法 (Smith 和 Feinberg, 1972) 4) RAMIE DNA KIRE R o 
将 样品 放 人 和 人 安培 瓶 中 , 加 入 浓度 为 88% 以 上 的 甲酸 , 氧 焰 封 口 后 于 175°C 消化 30 分 钟 。 
开封 后 放 人 70 一 80°C 水 浴 中 ,用 氮气 流 吹 去 甲酸 。 完全 干燥 后 ， 加 入 INHCI PEKRE 
物 。 将 水 解 液 点 样 于 Whatman 1 SAIRE. MAAA: HCL 水 (17:4.2:3.8) 溶剂 
AB GETER o KINT FARCE FOR, WE RA. WP RR IS 
航路 上 相应 位 置 同等 而 积 的 滤纸 片 ,前 成 梳 状 放 人 只 塞 试 管 中 , 加 入 5 毫升 0.1 NHC, 于 
37°C 洗 脱 过 夜 ,在 SV-50A 分 光 光 度 计 上 绘 出 各 碱 基 洗 陪 滚 的 紫外 吸收 光谱 , 进行 定性 
定量 测定 ， 

标准 碱 基 : SRS ERTAMI 
ewer = Light England 
ERE Light England 
5-H Sete EARE 
RERIE Carlo Erba Italy 
胸腺 旷 王 ”Light England 


结果 和 讨论 























(一 ) 紫外 吸收 光谱 

37 Bh Set, DNA AINE DNA 的 紫外 吸收 光谱 分 别 如 图 1 和 图 2。 

RREA DNA 最 大 吸收 峰 在 260 毫 微米 , 最 小 吸收 妖 在 234 毫 微 米 , 260/280 紫 
外 吸收 比值 为 2.02, 32 ZEMIN DNA 最 大 吸收 峰 在 260 BEAK, 最 小 吸收 峰 在 234 E 
Æ, 260/280 比值 为 2.00。 
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2 REMIK DNA 紫外 吸收 光谱 


图 1 FERRA DNA 紫外 吸收 光谱 
样品 系 深 于 0.1XSSC 溶液 中 


样品 系 溶 于 0.1XSSC 溶液 中 
(=) 热 增色 效应 和 “ 熔 解 ”温度 Tm (变性 温度 ) 
HARREM DNA 在 Sp. 700 紫外 分 光 光 度 计 和 电热 升温 装置, 测定 了 峻 座 两 性 
生殖 腺 DNA 的 热 变性 曲线 、 增色 效应 和 Tm (A, 图 3 及 图 4 SSUES ILRI DNA 
的 热 变性 曲线 。 


t/ tas 


t/trs 





1.00 





55 65 75 85 





温度 (*C) 温度 (°C) 
图 3 RERA DNA 热 变 性 曲线 图 4 RRM DNA 热 变性 曲线 





高 度 纯 化 的 DNA 的 完全 热 变性 ， 应 产生 随 温度 升 高 而 使 在 260 毫 微 米 处 的 吸收 变 
化 或 即 增色 效应 增加 ， 接 近 或 达到 40% 被 其 他 紫外 吸收 物质 污染 的 不 纯 制备 物 ， 在 
变性 过 程 中 吸收 的 增加 不 能 达到 或 接近 40%。 将 增色 效应 对 温度 作 图 可 得 到 一 个 转变 曲 
线 ,对 每 种 DNA 此 有 一 个 典型 曲线 , 并 与 其 中 四 个 碱 基 克 分 子 比 例 有 关系 。 所 谓 变 性 是 
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DNA 分 子 的 两 个 互补 链 的 分 开 。 从 所 增加 温度 而 得 到 的 转变 中 点 即 为 Tm 值 (Spencer， 
1972; Mandel 和 Marmur, 1968), | 

AEL DNA 热 变 性 曲线 测定 结果 表明 ,紫外 吸收 增色 效应 为 1.40, Tm 值 为 69.7， 
由 Tm 值 计算 GC 百 分 含 量 为 38.6。 变 性 熔点 曲线 可 被 看 做 为 不 同 平均 碱 基 组 成 的 不 同 
区 域 熔点 的 累积 图 形 ,每 个 DNA 分 子 富 含 AT 的 区 域 预期 会 在 富 含 GC 的 部 分 之 前 熔化 。 

Se WARS DNA 的 紫外 吸收 增色 效应 为 1.42，7m 值 为 69.9, 由 Tm 值 计 算出 的 GC 
百 分 含 量 为 39。 

由 热 变 性 曲线 图 形 和 紫外 鹃 收 增色 效应 来 看 ,本 实验 历 制备 的 家 牌 肉 雄 两 性 生殖 腺 
DNA 的 纯度 ,是 符合 高 度 纯 化 的 DNA 完全 热 变 性 应 产生 随 温 度 升 高 而 使 级 收 增加 40 % 
的 要 求 的 。 

利用 测定 Tm 的 方法 计算 DNA 样品 中 鸟 野 叭 和 胞 喀 啶 占 总 碱 基 中 的 百 分 含量 是 很 
方便 的。 由 于 DNA 双 股 链 中 岛 野 叭 和 胞 喀 啶 、 腺 叶 哈 和 胸腺 喀 啶 互补 本 对, 因此 , 知道 
了 GC 的 百 分 含 量 , 可 推算 AT 的 百 分 含 量 , 也 就 知道 了 该 四 种 磊 基 各 自 的 百 分 食量 。 

(=) 4452 DNA 的 碱 基 组 成 

A FERRI AT ROZARI DNA KPIA — BRS, Same’, an 
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图 5 RAMIE DNA 四 种 碱 基 紫 外 吸收 光谱 
各 碱 基 皆 次 于 0.1N HCI h, 在 SV-50A 双 光 东 紫 外 分 光 光 麻 计 上 测绘 
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ALG RRR ES CHE AO 5 所 示 。 

MVS AMIE 249 毫 微 米 、 最 小 吸收 在 227 毫 微米 ; PROC ATUCEE 263 & 
微米 、 最 小 吸收 在 229 BERK; 胞 喀 啶 最 大 吸收 在 276 毫 微米 、 最 小 吸收 在 239 毫 微米 ; 
胸腺 喀 啶 最 大 吸收 在 265 毫 微米 、 最 小 吸收 在 234 BACK. 与 标准 碱 基 同 时 测绘 的 结果 
一 致 。 . 
ZEM DNA 碱 基 组 成 经 纸 层 析 法 测定 的 结果 : BEG 19.8%; IRER 30.6%; 
胞 喀 啶 18.99% ; 胸腺 暗 喀 30.6% BrE Ange CG 十 C) 占 38.7%, 这 与 Tm HEM 
定 的 结果 相符 , 而 Tm 值 法 则 更 为 简便 。 此 结果 也 与 Neulet (1967) 的 结果 相近 。 

EFRR DNA 的 热 增色 效应 、Tm 值 以 及 由 Tm 值 法 测定 碱 基 组 成 的 研究 ， 
尚未 见报 道 。 Chinzei (1974) MAT REMIK DNA 的 某 些 生化 性 质 ， 其 所 制备 的 
DNA 热 增色 效应 在 1.34 左右 ,未 达到 DNA 纯化 的 指标 。Nawa 等 (1974) RRR BAK 
中 制备 了 DNA 来 进行 诱导 家 鼻 幼 虫 产 生 遗 传 变异 的 研究 ,他 们 的 基本 想法 是 可 取 的 , 但 
其 所 制备 的 DNA 纯度 更 差 ， 热 增色 效应 只 有 28-30%, KH DNA 中 含有 13—17% 的 
RNA 污染 。 

应 提 及 的 ,在 紫外 光 灯 下 观察 层 析 纸 上 菊 光斑 点 时 , 除 四 种 碱 基 外 , 尚 有 稀有 碱 基 存 
在 ， 有 待 进一步 分 析 鉴 定 。 ATAARE DNA 的 电镜 观察 及 利用 图 形 数字 转换 器 和 
电子 计算 机 测量 DNA 分 子 长 度 的 实验 结果 另 文 报道 。 


结 论 


ASR BZAATANR CELAMI) DNA 的 制备 方法 、 紫 外 吸收 光谱 和 碱 基 组 成 。 
RAH SAIL DNA 紫外 豚 政 光谱 表明 DNA HEt T 0.015 M NaCl-0.0015 M 柠檬 酸 钠 溶 
液 中 ， 最 大 吸收 峰 在 260 毫 微 米 ;最 小 吸收 峰 在 234 毫 微米 。 紫 外 吸收 的 热 增 色 效 应 达 
1.40, 热 变 性 熔点 温度 CT'm 值 ) 为 69.7°C ,由 Tm 值 计算 DNA rhi me Aage CG + C) 
E BREE ZA BRA 38.6% o 

ARE DNA T 0.015 M NaCl-0.0015 M FRR RNR RH RRS 
图 表明 : 最 大 吸收 峰 在 260 BOK, 最 小 吸收 峰 在 234 毫 微米 。 紫 外 吸收 热 增色 效应 为 
1.42。 热 变性 熔 解 点 温度 (Tm 值 ) 4 69.9°Co E Tm 值 计算 的 DNA p ÉE Alene 
(G + C) 占 碱 基 组 成 的 39 多。 纸 层 析 法 分 析 的 结果 : BES 19.8%; PES 30.6%; 胞 
LEWE 18.9% ; PRE 30.6%, NMR ARE (G+ C) 38.7%, 与 Tm 值 法 的 测定 结 
果 相 符 。 

上 述 络 果 表明 本 实验 所 制备 的 家 鼻 师 生殖 腺 的 DNA, 符合 纯度 要 求 。 
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CHARACTERISTICS OF THE DNA FROM PUPAL 
GONADS OF BOMBYX MORI L.. 


Hsia PANG-YING Quo Fu 
(institute of Zoology, Academia Sinica) 


This paper deals with the preparation and determination of some fundamental 
properties of the DNA from the pupal gonads of Bombyx mori L. The results are 
as follows. The peak of u.v. absorption of the testicular DNA in 0.1KSSC (0.015 M 
NaCl plus 0.0015 M trisodium citrate. pH = 7.0) is at 260nm; the minimum is at 
234nm, Thermal-hyperchromicity at 260 nm is 140. From the thermal denaturation 
curve it was found that the melting temperature (Tm) is 69.7°C. Calculation ac- 
cording to the equation GC = (Tm 一 53.9) x 2.44 gives the percentage content of 
quanine plus cytosine (QG + C) to be 38.6% of the total bases. 

The u.v. absorption peak of the ovarian DNA in the same solution is at 260 nm; 
the minimum is at 234nm. The thermal-hyperchromicity at 260nm is 142. The 
melting temperature (Tm) is 69.9°C. The percentage content of quanine plus cytosine 
is 89.0% of the total bases. The decending paper chomatograpy yielded results show- 
ing G+ C to be 38.7% of the total bases. 


